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1 UVOD 
 
Genomi različnih oseb se med seboj razlikujejo. Med več kot 3 milijardami nukleotidov v 
zaporedju človeške DNA se jih med dvema osebama razlikuje približno 3 milijone. Večina 
genetskih različic nima posebnega vpliva na naše življenje, določene različice pa lahko 
spremenijo proteine do te mere, da povzročijo bolezensko stanje. Testiranje vpliva človeških 
mutacij v običajni kvasovki (Saccharomyces cerevisiae) predstavlja boljšo napoved 
škodljivih sprememb v genomu, kot jo omogoča računalniška napoved (Sun in sod., 2016). 
Namen testiranja človeških mutacij v kvasovki je ustvariti tabele mutacij, ki povzročajo 
okvare, s čimer bi omogočili natančnejše diagnosticiranje v kliniki (Laurent in sod., 2015). 
 
Kvasovke so preprosti enocelični organizmi. Kljub milijardi let divergence v evolucijskem 
razvoju kvasovke in človeka so kvasovke odličen modelni organizem zaradi možnosti 
manipulacije njihovega genetskega materiala in velikega deleža homolognih genov pri 
sesalcih. Ker je, v primerjavi z običajno kvasovko, skoraj polovica človeških genov še vedno 
relativno ohranjenih na strukturni ravni, je človeške gene pogosto mogoče preučevati v 
kvasovkah. Ohranjenost genetskega materiala je raziskovalcem omogočila, da lahko v 
kvasovkah sintetizirajo človeške proteine, omogoča pa jim tudi humanizacijo aminokislin, 
proteinov in celotnih biokemijskih poti (Laurent in sod., 2015) 
 
Testiranje funkcije človeških genov poteka tako, da testiramo, ali lahko izbrani človeški gen 
zamenja ustrezen gen pri kvasovki. Če lahko človeški gen nadomesti vlogo gena kvasovke, 
mutiran človeški gen pa tega ne more narediti, sklepamo, da mutacija povzroča okvare. 
Enake genetske različice najverjetneje povzročajo okvare tudi v človeških celicah, kar lahko 
vpliva na naše zdravje (Laurent in sod., 2015). 
 
NAMEN DELA 
- Ugotoviti, ali lahko gena ING1 in ING3 nadomestita gen PHO23 v kvasovki. 
- Testirati vpliv različic gena ING1 in ING3 na fenotip kvasovke. 
 
DELOVNI HIPOTEZI 
I. S človeškim genom ING1 lahko v kvasovki S. cerevisiae komplementiramo izbrisani 
gen PHO23. 
II. S človeškim genom ING3 lahko v kvasovki S. cerevisiae komplementiramo izbrisani 
gen PHO23. 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 
Šalamon I. Priprava humaniziranih sevov kvasovke za funkcijsko analizo patogenih variant genov ING1 in ING3. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KVASOVKA Saccharomyces cerevisiae 
 
Kvasovke so enocelični evkariontski mikroorganizmi. Uvrščamo jih v kraljestvo gliv, ki ga 
delimo v dve debli: askomicetne in bazidiomicetne glive. Med askomicetne glive, za katere 
je značilna tvorba spor, uvrščamo tudi običajno kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 
Genom običajne kvasovke ima na 16 kromosomih zapis za približno 6000 genov. 
Deoksirobonukleinska kislina (DNA) pa je, tako kot DNA drugih evkariontskih organizmov, 
zapakirana v jedru (Duina in sod., 2014; Kellis in sod., 2004). 
 
Kvasovka S. cerevisiae ima že več tisoč let pomembno vlogo pri pridelavi vina, kruha in 
piva. Njena vloga v raziskavah je postala pomembnejša v prvi polovici 20. stoletja, ko sta 
Øjvind Winge in Carl Lindegren začela s preučevanjem kvasovk. Poznavanje kvasovke je 
hitro naraščalo zaradi njenega enostavnega gojenja in preprostega urejanja genoma. Leta 
1996 je postala kvasovka S. cerevisiae prvi evkariontski organizem, kateremu so v celoti 
določili zaporedje genoma. To je vplivalo na številne raziskave na kvasni celici (Duina in 
sod., 2014; Mortimer in Johnston, 1986; Goffeau in sod., 1996; Kellis in sod., 2004). 
 
Kvasovka in človek sta od zadnjega skupnega prednika divergirala pred milijardo let 
(Kachroo in sod., 2015; Douzery in sod., 2004). Kljub temu so številne funkcije genov, 
genetske in proteinske interakcije ter metabolne poti ostale ohranjene (Cheng in sod., 2012). 
Kvasni in človeški ortologni geni imajo od 9 do 92 % podobnost v zaporedju aminokislin 
(AK), na ravni celotnega genoma pa je njuna podobnost 32 % (Kachroo in sod., 2015). Za 
60 % genov kvasovke so odkrili homologni gen pri človeku, 87 % proteinskih domen 
kvasovke pa najdemo tudi pri človeških proteinih. Kvasovka je zato ustrezen organizem, na 
katerem lahko z zamenjavo gena testiramo funkcijo posameznega gena in kako posamezna 
različica gena, ki jo najdemo pri človeku, vpliva na fenotip kvasovke (Yang in sod., 2017; 
Peterson in sod., 2013; Hamza in sod., 2015). 
 
2.1.1 Prednosti uporabe kvasovke kot modelnega organizma 
 
Kvasovka je hitro deleča se celica, njen generacijski čas v optimalnih pogojih je 90 min. 
Rast poteka na razmeroma poceni gojiščih, selekcijo pa nam omogočajo tako avksotrofni 
markerji kot tudi antibiotiki. Prednosti uporabe kvasovke kot modelnega organizma so 
enostavno rokovanje in manipulacija njihovega genetskega materiala (Duina in sod., 2014), 
številne ohranjene funkcije genov, genetske in proteinske interakcije ter biološke poti 
(Cheng in sod., 2012). Omogoča nam enostavno preučevanje vpliva genotipa na fenotip 
(Yang in sod., 2017, Botstein in Fink, 1988), zelo učinkovito popravljanje genoma s 
homologno rekombinacijo pa nam omogoča enostavno spreminjanje genoma (Akhmetov in 
sod., 2018). Ker lahko v kvasovki humaniziramo celotno metabolno pot, imajo le-te velik 
potencial za raziskovanje poligenskih bolezni človeka (Laurent in sod., 2015). 
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2.2 HUMANIZIRANA KVASOVKA 
 
Humanizirana kvasovka je kvasna celica, ki nosi zapis za človeški gen. Poleg zamenjave 
enega gena imajo lahko kvasovke humanizirane celotne metabolne poti. Poznavanje 
procesov v kvasni celici nam omogoča boljše razumevanje medsebojnih interakcij proteinov 
v človeku. Prvi uspešni humanizirani kvasni celici sta nastali leta 1985 in 1987, ko so 
testirali, ali človeška gena HRAS in CDC2 lahko nadomestita svoj kvasni homologni gen 
(Laurent in sod., 2015; Kataoka in sod., 1985). 
 
Za kvasni sev BY4741 je izdelana zbirka vseh delecijskih sevov (Giaever in Nislow, 2014). 
Na spletni strani »Saccharomyces genome database« lahko za vsako delecijo kvasnega gena 
najdemo ustrezen test, s katerim fenotipsko ločimo delecijski sev od divjega tipa.  
 
Kvasovka nam omogoča zelo uspešno testiranje različic človeških genov. S fenotipskim 
testom lahko ovrednotimo, ali posamezni gen nadomesti, delno nadomesti oziroma ne 
nadomesti funkcije kvasnega gena (Yang in sod., 2017; Hamza in sod., 2015; Sun in sod., 
2016). Kachroo in sod. (2015) so naredili poskus, za katerega so izbrali 469 esencialnih 
kvasnih genov, potrebnih za rast v laboratorijskih pogojih, ki so jih zamenjali s človeškimi 
ortologi. 176 genov (43 %) je uspešno nadomestilo funkcijo kvasnega gena v vsaj enem od 
treh sevov kvasovke, 238 (57 %) pa ne. Yang in sod. (2017) so uspešno nadomestili 60 % 
deletiranih kvasnih genov. V letošnjem letu so Laurent in sod. (2019) objavili rezultate 
dodatne raziskave, v kateri so odkrili 56 novih kvasnih genov, ki jih lahko uspešno 
zamenjamo s človeškimi ortologi. 
 
Z dodatnimi raziskavami so želeli ugotoviti, kako bi lahko predvideli, ali človeški gen lahko 
funkcijsko nadomesti ortologni gen v kvasovki (Kachroo in sod., 2015). Yang in sod. (2017) 
so ugotovili, da lahko s testiranjem v kvasovki bolje napovemo uspešnost zamenjave kot z 
računalniško napovedjo. Podobnost v zaporedju AK ne omogoča najboljše napovedi. Večina 
homolognih genov ima podobnost v zaporedju AK med 20 in 50 %, napoved pa je boljša za 
gene, ki imajo > 50 % podobnost (Slika 1). V splošnem velja, da lahko proteini, ki so del 
enake metabolne poti oziroma proteinskega kompleksa, uspešno nadomestijo ortologni gen. 
Enako velja za gene, ki imajo krajše zaporedje in imajo visoko stopnjo izražanja (Kachroo 
in sod., 2015). 
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Slika 1: Število človeških genov z določenim deležem AK podobnosti z ortolognimi kvasnimi geni ter delež 
genov, ki so jih uspešno zamenjali (Kachroo in sod., 2015) 
 
V nadaljevanju študije so Kachroo in sod. (2015) testirali uspešnost nadomestitve proteinov 
v posamezni metabolni poti oziroma proteinov, ki so del nekega proteinskega kompleksa. 
Ugotovili so, da lahko najuspešneje nadomestimo proteine udeležene v metabolizem lipidov, 
AK in ogljikovih hidratov. Proteini, udeleženi v podvojevanju DNA, njenem popravljanju 
in celični smrti so najbolj divergirali, zato je delež proteinov, ki lahko funkcijsko 
nadomestijo kvasni protein, najmanjši (Slika 2). 
 
 
 
 
Slika 2: Prikaz deležev (ne)zamenjanih homolognih človeških genov s kvasnimi geni glede na funkcijo, ki jo 
opravljajo (Karchoo in sod., 2015) 
 
Laurent in sod. (2019) so objavili zadnje izsledke raziskave, v kateri so povečali število 
testiranih kvasnih esencialnih genov. Izbrali so tiste esencialne gene, ki imajo enega ali več 
ortolognih genov pri človeku. Ortologni geni so geni, ki so nastali v organizmu z duplikacijo 
enega gena. 40 % testiranih kvasnih genov nadomesti vsaj eden izmed skupine ortolognih 
človeških genov. Ugotovili so, da so geni, ki se izražajo v več različnih tkivih, manj 
divergirali od kvasnih homologov, kot tisti, ki se prepisujejo le v posameznem tkivu. Le-ti 
imajo zato večji potencial, da jih lahko zamenjamo s kvasnimi geni. 
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2.3 KVASNI GEN PHO23 
 
Protein Pho23 je transkripcijski regulatorni protein in je komponenta RPD3L-kompleksa 
histonske deacetilaze, katere vloga je deacetilacija lizinskih ostankov (SGD, 2019). 
 
Delecija gena PHO23 poveča produkcijo inozitola in njegovo izločanje iz kvasovke 
(Greenberg in sod., 1982). V naši raziskovalni skupini (raziskovalna skupina prof. dr. Uroša 
Petroviča) so predhodno ugotovili, da je kvasni gen PHO23 eden od vzročnih genov za 
kopičenje nevtralnih lipidov pri kvasovki. Človeška gena ING1 in ING3 sta homologna genu 
PHO23. Zanimanje za kvasni gen PHO23 je glavni razlog za izbiro človeških genov ING1 
in ING3 v tej magistrski nalogi. 
 
2.4 ČLOVEŠKA GENA ING1 IN ING3 
 
2.4.1 Proteini družine rastni inhibitorji (ING) 
 
Proteini družine ING (»Inhibitor of Growth«) so zelo dobro ohranjeni in jih najdemo v 
različnih evkariontskih organizmih (Aguissa-Touré in sod., 2011; He in sod., 2005). V 
družino proteinov ING, inhibitorjev razvoja tumorjev tipa II, uvrščamo pet sesalskih 
proteinov (ING1–ING5) (Soliman in Riabowol, 2007). Vsi imajo ohranjeno PHD-domeno 
cinkovega prsta na karboksi-terminalni strani proteina, centralno regijo, ki vsebuje signal za 
umestitev proteina v jedru, ter variabilni del na amino-terminalni strani proteina (Aguissa-
Touré in sod., 2011). Večino proteinov najdemo v različnih izooblikah, nastalih z 
alternativnim izrezovanjem intronov (Soliman in Riabowol, 2007). 
 
Proteini družine ING so udeleženi v številnih procesih v celici. Sodelujejo pri uravnavanju 
prepisovanja genov, popravljanju DNA, zaviranju tvorbe tumorjev, apoptozi in 
nadzorovanju staranja celice. Poleg tega so negativni regulatorji proliferacije celice ter 
sodelujejo pri preoblikovanju kromatina (Aguissa-Touré in sod., 2011; Helbing in sod., 
1997; Cheung in sod., 2001; Garkavtsev in Riabowol, 1997; Garkavtsev in sod.,1996; 
Loewith in sod., 2000; Dovon in sod., 2006). 
 
2.4.2 Protein ING1 
 
Gen ING1 je prvi odkriti gen iz družine ING. ING1 vsebuje 3 eksone in se lahko alternativno 
izreže v štiri izooblike: p47ING1a, p33ING1b, p27ING1d in p24ING1c. Vse izooblike imajo 
identično karboksi-terminalno stran proteina. Vloga proteina ING1 je indukcija acetilacije 
histona, spodbujanje popravljanja DNA, v proliferirajoči se celici pa reagira z jedrnim 
antigenom. Njegovo delovanje povezujejo z uravnavanjem proteina p53 (Aguissa-Touré in 
sod., 2011; Scott in sod., 2001; Campos in sod., 2004). 
 
Izooblika p33ING1b gena ING1 in protein Pho23 imata 61,54 % podobnost v zaporedju AK 
(BLAST, 2019). 
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2.4.3 Protein ING3 
 
Protein ING3 zaradi podobnosti strukture uvrščamo v družino proteinov ING, znotraj 
družine pa je zelo podoben proteinu ING1. Gen ING3 ima 12 eksonov, ki se združujejo v tri 
različne poznane izooblike (podatkovna zbirka UniProt, 2019). Proteina ING1 in ING3 
imata podobno funkcijo. Protein ING3 je, prav tako kot protein ING1, udeležen v zaustavitev 
celične rasti, indukciji apoptoze, aktivaciji promotorja p53, povezujejo ga tudi s 
preurejanjem kromatina (NCBI, 2019). 
 
Izooblika p47ING3 gena ING3 in protein Pho23 imata 66,04 % podobnost v zaporedju AK 
(BLAST, 2019). 
 
2.5 CRISPR-Cas9 
 
2.5.1 Bakterijski adaptivni sistem tipa II 
 
Številne bakterije in arheje so tekom evolucije razvile poseben obrambni mehanizem-
CRISPR, ki jim omogoča ustvariti adaptivno imunost proti tuji DNA, kot je DNA virusov 
in plazmidov. Zaporedje CRISPR so odkrili že leta 1987 v bakteriji Escherichia coli, pomen 
sistema CRISPR pa je postal zanimiv kasneje, ko so podobne strukture našli tudi pri drugih 
mikroorganizmih. Sedaj je znano, da je CRISPR prisoten v genomu 90 % arhej in 40 % 
bakterij (Horvath in Barrangou, 2010; Jensen in sod., 2002). CRISPR-Cas sistem deluje tako, 
da gostiteljski organizem krajše fragmente tuje DNA vgradi na specifično mesto v genomu. 
Na tem mestu najdemo tudi zapis za crRNA in tracrRNA. Protein Cas, crRNA in tracrRNA 
omogočajo gostiteljski celici, da prepozna tujo DNA ter jo uniči. Na tak način se 
mikroorganizmi prilagodijo in ob ponovnem vstopu enake DNA hitro uničijo gostiteljsko 
DNA, ki bi jim lahko škodovala (Sternberg in sod. 2014; Jinek in sod., 2012). 
 
2.5.2 Metoda CRISPR-Cas9 
 
Metoda CRISPR-Cas9 nam omogoča zelo specifično spreminjanje genoma tako v kvasovki 
kot tudi drugih evkariontskih organizmih. Pri tem ima zelo pomembno vlogo protein Cas9, 
ki zaradi svoje endonukleazne aktivnosti v celici ustvari dvojni prelom kromosoma. Lom 
kromosoma izvedeta dve domeni encima: RuvC in HNH. Domena RuvC reže 3 nukleotide 
(nt) pred protovmesnikom bližnjega motiva (PAM), zaporedjem, ki sestoji iz 3 nt (NGG), 
HNH pa opravi rez na nasprotni verigi. Za ustrezno delovanje proteina Cas9 sta potrebni 
CRISPR RNA (crRNA) in trans aktivirajoča CRISPR RNA (tracrRNA), ki skupaj tvorita 
kompleks crRNA/tracrRNA, imenovan gRNA. crRNA vsebuje 20 nt dolg zapis, ki ga lahko 
izberemo glede na želeno mesto loma kromosoma, tracrRNA pa omogoča povezavo 
kompleksa crRNA/tracrRNA s proteinom Cas9. gRNA vodi endonukleazo Cas9 na ustrezno 
izbrano mesto na genomu, kjer protein Cas9 3 nt pred zaporedjem PAM ustvari dvojni lom 
kromosoma (Slika 3). Kvasovka se na dvojni lom kromosoma odzove s takojšnjim 
popravilom (Hsu in sod., 2015; Nishimasu, 2014).  
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Slika 3: Shematski prikaz proteina Cas9 z gRNA v kompleksu s tarčno DNA.Popravljanje dvojnega preloma 
kromosoma se v kvasovkah izvede s homologno rekombinacijo ali nehomolognim združevanjem koncev 
(Rockland Immunochemicals, 2016) 
 
 
2.5.3 Popravljanje dvojnega preloma kromosoma s homologno rekombinacijo ali 
nehomolognim združevanjem koncev 
 
Popravljanje dvojnega preloma kromosoma (DSB) z nehomolognim združevanjem koncev 
je ohranjeno tako pri enoceličnih mikroorganizmih kot tudi sesalcih, saj le-to celici omogoča 
preživetje (Vigentini in sod., 2017; Lee in sod., 2015). Popravljanje z nehomolognim 
združevanjem koncev na mestu preloma zlepi oba izpostavljena konca z insercijo oziroma 
delecijo nekaj nukleotidov (Ferreira in Cooper, 2004; Siede in sod., 1996). Shen in sod. 
(2019) pa so ugotovili, da je tudi brez dodatka matrične DNA, ki jo sicer dodamo za 
spreminjanje genoma, mogoče dobro določiti kako bo celica popravila DSB. Poskus so 
opravili na dveh linijah človeških celic in ugotovili, da bi ga lahko v prihodnje uporabili za 
popravljanje mutacij. Kvasovka S. cerevisiae nastale poškodbe prioritetno popravlja s 
homologno rekombinacijo, v kolikor ima celica zadostno količino homologne matrice 
oziroma je celica v S ali G2-fazi celičnega cikla oziroma, ko je v celici prisotna sestrska 
kromatida (Brandsma in Gent, 2012). 
 
Zelo dobro ohranjen popravljalni mehanizem pri kvasovki tako s pridom uporabljamo pri 
metodi CRISPR-Cas9, kjer v kvasovki tarčno ustvarimo DSB, vanjo pa hkrati 
transformiramo tudi matrico s homolognima koncema, ki jo kvasovka uporabi za 
popravljanje dvojnega preloma (Akhmetov in sod., 2018). 
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2.6 FENOTIPSKI TEST 
 
2.6.1 Izločanje inozitola 
 
Protein Opi1 v kvasovki deluje kot negativni regulator fosfolipidne biosintezne poti. 
Mutacija gena OPI1 vodi v prekomerno nastajanje in izločanje inozitola iz celice. Izločanje 
inozitola zaznavamo posredno preko diploidnega seva AID-1, celice katerega se ob 
prisotnosti inozitola obarvajo rdeče. Tako imenovan fenotip Opi- je povezan s prekomernim 
izražanjem gena INO1, katerega vloga je de novo sinteza inozitola. Kvasni gen CHO2 je 
udeležen v biosintezo fosfolipidov. Delecija tega gena prav tako vodi v fenotip Opi- 
(Hancock in sod., 2006; Greenberg in sod., 1982). Hancock in sod. (2006) so poročali, da 
tudi mutanta gena PHO23 vodi v fenotip Opi-, zaradi česar smo se odločili, da bo inozitolni 
test eden od naših poskusov za določitev razlike med sevoma BY4741 in BY4741 
pho23Δ::KanMX.  
 
2.6.2 Kalcijev klorid kot inhibitor rasti 
 
Homeostazo kalcijevega klorida (CaCl2) v citosolu kvasne celice uravnavajo Ca
2+-
transporterji in njegovi kelatorji v plazemski membrani in membranah organelov. Vstop 
Ca2+ v citosol celice oziroma povišanje njegove koncentracije pri normalnih rastnih pogojih 
predstavlja za celico signal, na katerega se odzove z aktivacijo s kalcijem povezanih poti ter 
njegovim črpanjem v vakuolo, endoplazemski retikel in Golgijev aparat. Povišana 
koncentracija Ca2+ v citosolu lahko na organizem deluje kvarno, zato je mehanizem, ki 
odvaja odvečen Ca2+ iz citosola, nujno potreben (Zhao in sod., 2013; Bonilla in Cunningham, 
2002). Zhao in sod. (2013) so pri kvasovki identificirali 120 različnih mutant, občutljivih na 
povišano koncentracijo Ca2+ v citosolu. Eden od 120 mutiranih genov je gen PHO23, ki je 
v genetski interakciji z genoma RTF1 in CDC73, katerih proteina sta komponenti kompleksa 
Paf1. Kompleks Paf1 med drugim uravnava tudi aktivnost RNA-polimeraze II in 
občutljivost na povišano koncentracijo CaCl2 ter odgovor na Ca
2+ stres (Zhao in sod., 2013; 
Mueller in Jaehning, 2002). 
 
2.6.3 Zmanjšana vsebnost nevtralnih lipidov 
 
Predhodno so v naši raziskovalni skupini ugotovili, da je kvasni gen PHO23 povezan z 
lipidnim metabolizmom kvasovke. Delecija tega gena je vplivala na zmanjšanje vsebnosti 
triacilgliceridov. V ta namen so vzpostavili metodo barvanja nevtralnih lipidov z nilsko 
rdečim. 
 
Barvilo nilsko rdeče nam omogoča označevanje lipidov ter njihovo kvantifikacijo. Prednost 
uporabe tega barvila je, da fluorescira le v hidrofobnem okolju. Barvilo se v vodnem okolju 
veže le na lipide, ki pa jih med seboj ločimo na podlagi vzbujevalne in emisijske valovne 
dolžine. Valovna dolžina nižja od 570 nm omogoča, da dobro zaznamo le fluorescenco, ki 
nastane znotraj celice. Za določanje vsebnosti nevtralnih lipidov uporabljamo vzbujevalno 
valovno dolžino od 450 do 500 nm in emisijsko valovno dolžino nad 528 nm (Greenspan in 
sod., 1985). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Mikroorganizmi 
 
Pri delu smo uporabili seve shranjene v zbirki skupine prof. dr. Uroša Petroviča in seve iz 
laboratorija prof. dr. Klausa Natterja z Univerze v Gradcu, Avstrija (Preglednica 1). Za naše 
raziskovanje smo uporabili sev BY4741, ki izhaja is seva S288c. 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih bakterijskih in kvasnih sevov 
 
Organizem Genotip Vir 
Escherichia coli DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 
deoR nupG Φ80dlacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rK 
- mK+) λ– 
Biotehniška fakulteta, UL 
AID-1 MATa/MATα ade1/ade1 ino1–13/ino1–13 
lys2/+ 
Laboratorij dr. Klausa 
Natterja, Univerza v Gradcu, 
Avstrija 
AWRI1631 MATα ho∆ KanR his3∆::KanR Institut »Jožef Stefan« 
B11 MATa Institut »Jožef Stefan« 
BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Institut »Jožef Stefan« 
BY4741 pho23Δ::KanMX MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
pho23Δ::KanMX 
Institut »Jožef Stefan« 
BY4741 pho23Δ::ING1 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
pho23Δ::ING1 
To delo 
BY4741 pho23Δ::ING3 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
pho23Δ::ING3 
To delo 
BY4741 opi1Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
opi1Δ 
Laboratorij dr. Klausa 
Natterja, Univerza v Gradcu, 
Avstrija in Institut »Jožef 
Stefan« 
BY4741 cho2Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
cho2Δ 
Laboratorij dr. Klausa 
Natterja, Univerza v Gradcu, 
Avstrija in Institut »Jožef 
Stefan« 
Y7902 MATα can1∆::STEpr-9p-HIS5 lyp1∆ 
his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 NatR; 
his3∆::NatR 
Institut »Jožef Stefan« 
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3.1.2 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov 
 
Oznaka Zaporedje 5' → 3' 
PHO23_ctrl_IS_F GGAGCCTAAGGAAAAGAGTTAGGCG 
PHO23_ctrl_IS_R CACGCCCGTTAAAACGCTAAGATAT 
ING1_chr_F CTTGCAGTATCACAAACAGCAACCACGTTCATAGTCTGAAATACGTA
CAAATGCTGCAcTGTGTGCAGCGCG 
ING1_chr_R TCGGTATTTAGTAGATATTTCCTTAAGGCGATATTCGCCCGAGAGCT
ATTTCACCTGTTGTAAGCCCTCTCTTTTTTGGA 
ING3_chr_F CTTGCAGTATCACAAACAGCAACCACGTTCATAGTCTGAAATACGTA
CAAATGTTGTACCTAGAAGACTATCTGGAAATGATTG 
ING3_chr_R TCGGTATTTAGTAGATATTTCCTTAAGGCGATATTCGCCCGAGAGCT
ATTTCATTTGTGTCTGCTGCCTCTTCTCTTCAT 
ING3_stik_ctrl_F CTGAAGCTCTTCTATCCACCCTTA 
p426_BB_KanMX_IS_f ATGAAGGAGAAAACTCACCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA
AAATAA 
p426_backbone_r TTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAA 
p426_insert_f TTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA 
p426_ins_KanMX_IS_r TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCGGTGAGTTTTCTCCT
TCATGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
pJET1.2. F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 
pJET1.2. R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 
 
3.1.3 Genski zapisi 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih genov 
 
Oznaka Opis Referenčna številka Vir 
ING1 cDNA humanega gena 79052 Addgene 
ING3 cDNA humanega gena 79070 Addgene 
 
3.1.4 Plazmidi 
 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih plazmidov 
 
Plazmid Vir 
pYGFPgN Institut Jožef Stefan 
p414 Institut Jožef Stefan 
p426 Institut Jožef Stefan 
p426_gRNA Konstruirali sami 
pJET 1.2/blunt Biotehniška fakulteta 
pJET::ING1 Konstruirali sami 
pJET::ING3 Konstruirali sami 
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3.1.5 Gojišča 
 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih gojišč ter njihova sestava 
 
Tekoče gojišče* Sestava 
YNB + CSM 1,7 g/L YNB-AK, 5 g/L amonijev sulfat, 0,79 g/L CSM, 50 mL/L 40 % glukoza 
(dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YNB-ino + CSM 6,9 g/L YNB-ino, 0,79 g/L CSM, 50 mL/L 40 % glukoza (dodano po 
avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YNB-ura 1,7 g/L YNB, 5 g/L amonijev sulfat, 0,77 g/L CSM-ura, 50 mL/L 40 % glukoza 
(dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YPD 10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, dH2O do 1 L 
YPD + 0,3 M CaCl2 10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 300 mL 1 M CaCl2 
(dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YPD + 0,4 M CaCl2 10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 400 mL 2 M CaCl2 
(dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YPD + 0,45 M CaCl2 10 g kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 225 mL 2 M CaCl2 (dodano 
po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YPD + 0,5 M CaCl2 10 g kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 250 mL 2 M CaCl2 (dodano 
po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YPD + 0,6 M CaCl2 10 g kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 300 mL 2 M CaCl2 (dodano 
po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
YPD + 0,7 M CaCl2 10 g kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 350 mL 2 M CaCl2 (dodano 
po avtoklaviranju), dH2O do 1 L 
LB 10 g/L tripton, 5 g/L kvasni ekstrakt, 10 g/L NaCl, dH2O  
SOB 
 
20 g/L tripton, 5 g/L kvasni ekstrakt, 8,56 mM NaCl 2,5 mM KCl 10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
Minimalno gojišče za 
analizo vsebnosti 
nevtralnih lipidov 
1,34 g/200 mL YNB + amonijev sulfat, 0,4 g/200 mL dropout mix, 7 mg/200 
mL histidina, 30 mg/200 mL lizina, 10 mL 40 % glicerola (dodano po 
avtoklaviranju), 0,2 mL inozitol (8 g/L) (dodano po avtoklaviranju), 4 mL 1M 
MES pH 6 (dodamo po avtoklaviranju), dH2O do 186 mL 
Po avtoklaviranju dodamo še 10 mL 40 % glicerola, 0,2 mL inozitola (8 g/L) in 
4 mL 1M MES pH 6 
 
* Za vsa trdna gojišča smo dodali 15 g/L agarja. 
 
Vsa uporabljena gojišča smo sterilizirali v avtoklavu 15 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju 
smo trdna gojišča ohladili v vodni kopeli na 55 °C ter jih nato razlili v sterilne plastične 
petrijevke. Ko so se le-te strdile, smo jih do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C. Tekoča 
gojišča smo po avtoklaviranju ohladili na sobni temperaturi ter jih tam hranili do uporabe. 
 
Pri našem delu smo uporabili tudi gojišča z antibiotiki. Vsa trdna gojišča z antibiotiki smo 
pripravili tako, da smo ustrezen volumen antibiotika (Preglednica 7) dodali v gojišče po 
avtoklaviranju. Tekoča gojišča z antibiotikom smo pripravili tako, da smo pred uporabo v 
izbran volumen tekočega gojišča dodali ustrezen volumen antibiotika. 
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3.1.6 Antibiotiki in encimi 
 
Preglednica 6: Seznam uporabljenih antibiotikov in encimov 
 
Ime Proizvajalec 
geneticin Gibco 
nourseotricin Jena Bioscience 
ampicilin Sigma 
BglI Thermo Scientific 
ligaza T4 Thermo Scientific 
polimeraza Taq Izolirana 
polimeraza Q5 High-Fidelity NEB 
reverzna transkriptaza Applied Biosystems 
 
3.1.7 Raztopljeni antibiotiki 
 
Preglednica 7: Koncentracija shranjenih raztopljenih antibiotikov ter njihova delovna koncentracija 
 
Ime Koncentracija Delovna koncentracija 
nourseotricin 100 mg/mL 0.1 mg/mL 
geneticin 50 mg/mL 0.5 mg/mL 
ampicilin 100 mg/mL 0,1 mg/mL 
 
3.1.8 Kemikalije in komercialni pufri 
 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih kemikalij in komercialnih pufrov 
 
Ime Proizvajalec 
agar VWR BDH chemicals 
agaroza Sigma 
amonijev sulfat Sigma 
bacto - pepton Difco 
β-merkaptoetanol Sigma 
borova kislina Emsure 
CaCl2 Carlo Erba 
CSM Formedium 
CSM-ura Formedium 
dH20  
DMSO NEB, Thermo Scientific 
DNA lestvica Pst λ  
DNA lestvica 1 kb Thermo Scientific 
DNA lestvica 100 bp Thermo Scientific 
25x dNTP Applied Biosystems 
10 mM dNTP Thermo Scientific 
10x DNA nanašalni pufer Thermo Scientific 
EDTA Carlo Erba, Serva 
enoverižna DNA iz telečjega priželjca Sigma 
etanojska kislina  
etidijev bromid  
EtOH 96 %  
glicerol Carlo Erba 
glukoza Fisher Scientific 
histidin Sigma 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8: Seznam uporabljenih kemikalij in komercialnih pufrov 
 
Ime Proizvajalec 
inozitol Sigma 
kvasni ekstrakt Difco 
LB LLG Labware 
LiAc Sigma-Aldrich 
lizin Sigma 
low range ssRNA Thermo Scientific 
MES Sigma 
10x mešanica naključnih RT začetnih oligonukleotidov Applied Biosystems 
MgCl2 Merck 
MgCl2 25 mM Thermo Scientific 
MQ  
NaDS Roth 
natrijev hidroksid Fisher Scientific 
nilsko rdeče Sigma 
PEG 3350 Sigma-Aldrich 
5x pufer za ligacijo Thermo Scientific 
10x pufer za polimerazo Taq Thermo Scientific 
5x pufer za polimerazo Q5 NEB 
RNase Zap™ Sigma-Aldrich 
2x RNA nanašalni pufer Thermo Scientific 
10x RT pufer Applied Biosystems  
SOB Roth 
ssRNA lestvica Thermo Scientific 
tekoči dušik  
tris baza Sigma 
voda brez nukleaz Qiagen 
YNB -AK-AS Formedium 
YNB-ino Formedium 
 
3.1.9 Komercialni kompleti 
 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih komercialnih kompletov 
 
Ime Proizvajalec 
High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit 
Applied Biostystems™ 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific™ 
GeneJET Gel Extraction Kit  Thermo Scientific™ 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific™ 
RNA Purification Kit Ambion™ 
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3.1.10 Pufri in raztopine 
 
Preglednica 10: Seznam uporabljenih pufrov in raztopin 
 
Ime Sestava 
CaCl2 1 M 14,7 g, dH2O do 100 mL 
CaCl2 2 M 29,4 g, dH2O do 100 mL 
0,5 M EDTA pH 8 18,612 g EDTA, dH2O do 100 mL 
enoverižna DNA* 2 mg enoverižne DNA, 2 mL dH2O 
70 % EtOH 7 mL 96 % EtOH, dH2O do 10 mL 
80 % glicerol 80 mL glicerol, dH2O do 100 mL 
40 % glukoza 40 g glukoza, dH2O do 100 mL 
LB + 30 % glicerol 18, 75 mL 80 % glicerol, 31,25 mL LB 
LiAc 0,1 M 1,02 g LiAc, dH2O do 100 mL 
LiAc 1M 10,2 g LiAc, dH2O do 100 mL 
200 mM LiAc 1 % NaDS 2 mL 1M LiAc, 1 mL 10 % NaDS, dH2O do 10 mL 
MgCl2 1 M 9,52 g MgCl2, dH2O do 100 mL 
80 mM MgCl2 20 mM CaCl2 8 mL 1M MgCl2, 2 mL 1M CaCl2, dH2O do 100 mL 
10 % NaDS 1 g NaDS, dH2O do 10 mL 
nilsko rdeče 2,1 mg nilsko rdeče, 1 mL DMSO 
PEG - 3350 % 2,5 g PEG - 3350 %, 2,5 mL dH2O 
50x TAE 242 g/L Tris, 57,1 mL acetat 100 mL 0,5 M EDTA pH 8, dH2O do 1 L 
5x TBE 54 g/L Tris, 27,5 g/L borova kislina, 20 mL 0,5 M EDTA pH 8, dH2O do 1 L 
1M Tris pH 7 12,114 g Tris, dH2O do 100 mL 
10 mM Tris-HCl pH 7, 50 
mM CaCl2, 10 % glicerol 
1 mL 1M Tris pH 7, 50 mL 1M CaCl2, 12,5 mL 80 % glicerol, dH2O do 100 
mL 
YPD + 30 % glicerol  18, 75 mL 80 % glicerol, 31,25 mL YPD 
 
* Enoverižno DNA segrevamo pri največ 70 °C, dokler se popolnoma ne raztopi. 
 
3.1.11 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 11: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
analitska tehtnica MC 210 P Sartorius 
avtoklav  
centrifuga Rotina 380R in centrifuga Rotanta 460R Hettich Zentrifugen 
centrifuga mini spin plus, centrifuga 5415 R in centrifuga 5417C Eppendorf 
električni grelnik  
elektroforezan banjica Elektroforezan banjica 
G:BOX Syngene 
gorilnik Gorilnik 
hladilnik in skrinja –20 °C Bosch 
hladna soba Smeva 
inkubator in stresalnik Innova 42 Incubator Shaker Series Innova 
kopel Memmert 
laminarij c-macPro-130 Iskra PIO 
ledomat  
lonec Lonec 
magnetno mešalo IKA 
mikro čitalec Infinite M1000 Tecan 
mikrovalovna pečica Gorenje 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 11: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
miVac GeneVac GeneVac 
nanodrop 2000c in Nanodrop 1000c Thermo Scientific 
napajalnik za elektroforezo Consort E143 Consort 
naprava za PCR Bio-Rad in Omega 
pipete (0,1–2,5 µL, 0,5–10 µL, 2–20 µL, 20–100 µL, 20–200 µL, 
100–1000 µL, 0,5-5 mL in 1–10 mL) 
Eppendorf, Gilson 
topla soba Smeva 
skrinja –80 °C Heto Ultra Freeze 
spektrofotometer Shimadzu Shimadzu 
stresalnik innova 2300 New Brunswick Scientific 
tehtnica Vibra 
transiluminator Biostap 
vibracijski mešalnik vibromix 10 Tehtnica 
vodna kopel Isotemp 215 Isotemp 
vodna kopel Mini stat 125 Huber 
 
3.1.12 Steklovina in potrošni material 
 
Preglednica 12: Seznam uporabljene steklovine in potrošnega materiala 
 
Steklovina in potrošni material 
aluminijasta folija 
cepilna zanka 
epruveta 
erlenmajerica (100 mL, 250 mL, 500 mL 750 mL) 
filter 0,2 nm 
infuzijka (100 mL, 200 mL, 500 mL, 1L) 
kivete 
krioviale 
mikrotitrska ploščica 
papirnate brisačke 
petrijevka 
steklene kroglice 
200 µL mikrocentrifugirka 
1,5 mL in 2 mL mikrocentrifugirka 
15 in 50 mL falkonka 
 
3.1.13 Računalniški programi 
 
Preglednica 13: Seznam uporabljenih računalniških programov 
 
Računalniški programi Uporaba 
Word Pisanje magistrske naloge 
Excel Izdelava rastne krivulje in analiza rezultatov fluorescence 
SnapGene Pregled zaporedja 
Benchling Priprava začetnih oligonukleotidov in izbira gRNA 
GeneSnap from SynGene Slikanje in urejanje slik agarozne gelske elektroforeze 
i-control 2.0 Merjenje fluorescence 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Sestavljanje po Gibsonu 
 
Priprava plazmida je obsegala načrtovanje začetnih oligonukleotidov ter in silico pripravo 
plazmida. S pomočjo spletnega orodja Benchling (https://benchling.com) smo pripravili 
začetne oligonukleotide, ki smo jih potrebovali za pripravo plazmidnega konstrukta ter 
izbrali eno izmed podanih gRNA. 
 
Plazmid smo pripravili z metodo sestavljanja po Gibsonu tako, da smo združili dva 
fragmenta s homolognima koncema (Gibson in sod., 2009). Fragmenta smo pomnožili iz že 
obstoječega plazmida p426, ki pa je vseboval drugo gRNA. Izbrano gRNA smo na plazmid 
vnesli s pripravljenimi začetnimi oligonukleotidi, s katerimi smo pomnožili željen fragment. 
 
Za namnožitev fragmenta smo uporabili polimerazo Q5 (Preglednica 14 in Preglednica 15). 
Celotno mešanico iz reakcije PCR smo nato nanesli na agarozni gel. Fragment ustrezne 
velikosti smo izolirali iz gela s pomočjo kita za izolacijo produkta PCR iz gela (opisano v 
poglavju 3.2.11). Koncentracijo očiščene DNA smo izmerili z napravo Nanodrop. 
 
V predpripravljeno 15 µL mešanico za reakcijo Gibson (shranjeno v skrinji pri –20 °C) smo 
dodali 5 µL DNA in dH2O. 
 
5 µL, ki smo jih dodali mešanici za reakcijo Gibson, sestavlja: 
• 2 µL vektorja 
• 2 µL inserta 
• 1 µL dH2O brez nukleaz. 
 
V reakcijski mešanici mora biti skupno 0,02–0.5 pmol DNA. Razmerje, med množino 
vektorja in inserta, je bilo približno 1:3. Množino vektorja in inserta smo izračunali s 
pomočjo spletnega kalkulatorja (https://tmcalculator.neb.com/#!/main). 
 
Mešanico smo inkubirali 60 min pri 50 °C. Po končani reakciji smo plazmid transformirali 
v kemijsko kompetentne celice Escherichia coli DH5α. Na selekcijski plošči LBAmp so 
zrasle transformante z vstavljenim sestavljenim plazmidom. Plazmid smo izolirali s pomočjo 
kita za izolacijo plazmidne DNA (opisano v poglavju 3.2.10). 
 
3.2.2 Priprava kemijsko kompetentnih celic bakterije Escherichia coli DH5α 
 
V epruveto s 5 mL tekočega gojišča LB smo nacepili eno kolonijo bakterijskega seva E. coli 
DH5α in jo gojili preko noči pri 37 °C s stresanjem pri 180 obratih/min. Naslednji dan smo 
prenesli ustrezen volumen prekonočne kulture v 100 mL svežega tekočega gojišča LB, da je 
bil OD600 = 0,1. Kulturo smo gojili pri 37 °C s stresanjem pri 180 obratih/min do OD600 = 
0,4. Kulturo smo prenesli v 50 mL centrifugirke in jo centrifugirali 10 min 2700 rcf pri 4 °C. 
Odlili smo supernatant, posedle celice pa resuspendirali v 30 mL sterilne ohlajene raztopine 
80 mM MgCl2, 20 mM CaCl2. Centrifugirali smo pri enakih pogojih kot v prejšnjem koraku 
ter supernatant odlili. Celice smo resuspendirali v 4 mL sterilne hladne raztopine 10 mM 
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Tris-HCl pH 7, 50 mM CaCl2, 10 % glicerol. Pripravljene kompetentne celice smo 
alikvotirali po 100 µL in jih shranili v skrinji pri –80 °C. 
 
3.2.3 Transformacija v Escherichia coli DH5α 
 
Predpripravljene kemijsko kompetentne celice E. coli DH5α shranjene pri –80 °C smo 
odmrznili na ledu. 100 μL celic smo dodali 10 % volumna transformirajoče DNA v skupni 
masi največ 50 ng (pri transformaciji plazmida sestavljenega po Gibsonu smo dodali vseh 
20 µL mešanice) in jih inkubirali na ledu še nadaljnjih 20 minut. Celice smo za 90 sekund 
izpostavili temperaturi 42 °C ter jih nato 2 minuti inkubirali na ledu. Celicam smo dodali 
500 μL bogatega gojišča SOB ter vsebino dobro premešali s pipetiranjem. Sledila je 45 
minutna inkubacija pri 37 °C s stresanjem pri 180 obratih/min. Po inkubaciji smo celice pri 
sobni temperaturi centrifugirali 3 minute 6000 rcf. Celicam smo odstranili 500 μL 
supernatanta in jih resuspendirali v preostanku gojišča. Celice smo razmazali po ustreznem 
selekcijskem gojišče (LBAmp) in plošče inkubirali do naslednjega dne pri 37 °C. 
 
3.2.4 Transformacija kvasovk z litijevim acetatom 
 
V tekočem gojišču, YPD oziroma YPD + Nat, smo preko noči pri 30 °C in 180 obratih/min 
gojili kulturo seva, v katerega smo transformirali plazmid oziroma plazmid in matrico. Po 
12–16 h inkubacije smo izmerili OD600 prekonočne kulture. V 12 mL svežega gojišča smo 
dodali ustrezen volumen prekonočne kulture tako, da je bil OD600 = 0,1 (v primeru navadne 
transformacije) oziroma 0,05 (v primeru transformacije z delovanjem nukleaze Cas9). Celice 
smo inkubirali 2–3 generacijske čase pri enakih pogojih. Kulturo smo prenesli v 15 mL 
falkonko in jo pri sobni temperaturi centrifugirali 5 min 1750 rcf. Odstranili smo supernatant 
in celice resuspendirali v 6 mL sterilne dH2O. Po ponovnem centrifugiranju (pri enakih 
pogojih) smo odstranili supernatant, posedle celice pa smo z avtomatsko pipeto 
resuspendirali v 600 μL 0,1 M LiAc ter mešanico prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko. 
Mešanico smo centrifugirali 1 min pri sobni temperaturi in 2400 rcf. Odstranili smo 
supernatant ter jih resuspendirali v 200 μL 0,1 M LiAc. Centrifugiranje smo ponovili pri 
enakih pogojih kot v prejšnjem koraku. Posedlim celicam smo odstranili supernatant ter jih 
do nadaljnje uporabe hranili na ledu. 
 
Za pripravo transformacijske mešanice smo zmešali: 
• 240 µL 50 % PEG-3350 
• 36 µL 1M LiAc 
• 50 µL (2 mg/mL) enoverižne DNA iz telečjega priželjca, ki smo jo predhodno 5 min 
kuhali v vreli vodi 
• * transformirajoče DNA (200 ng transformirajoče DNA in 3000–5000 ng matrice) 
•  dH2O do skupnega volumna 360 µL. 
 
* Pri transformaciji plazmida p414 smo dodali 0,84 µL plazmidne DNA. 
* Pri transformaciji plazmida p426 smo dodali 1,35 µL plazmidne DNA in 20 µL matrične 
DNA (zapis za gen ING1) oziroma 13 µL (zapis za gen ING3). Ker je bila koncentracija 
matrične DNA po izolaciji iz gela zelo nizka, smo izvedli drugi PCR na amplikonu 
očiščenim s kitom za čiščenje produkta PCR (opisano v poglavju 3.2.12). Po drugi reakciji 
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PCR je bila koncentracija DNA še vedno prenizka, zato smo eluat koncentrirali s pomočjo 
naprave miVac pri 50 °C. 
 
Transformacijsko mešanico smo dobro premešali z vibracijskim mešalnikom ter jo dodali k 
posedlim celicam. Celice smo previdno resuspendirali s pipetiranjem. Sledili sta 30–60 min 
inkubacija pri 30 °C ter 30–60 min pri 42 °C. Po inkubaciji smo celicam dodali 700 μL dH2O 
in pri sobni temperaturi centrifugirali 1 min 2400 rcf. Odstranili smo supernatant, celice 
sprali v 700 μL dH2O ter centrifugirali pri enakih pogojih kot v prejšnjem koraku. Ponovno 
smo odstranili supernatant, celice pa smo resuspendirali v 1 mL tekočega gojišča YPD. 
Sledila je 2–4 h inkubacija pri 30 °C, brez stresanja. Po inkubaciji smo celice centrifugirali 
pri sobni temperaturi 1 min 2400 rcf. Odstranili smo supernatant ter celice sprali v 1 mL 
dH2O. Celice smo centrifugirali pri enakih pogojih kot v prejšnjem koraku. Supernatant smo 
odstranili ter jih resuspendirali v 100 µL dH2O. Celice smo razmazali po plošči z ustreznim 
selekcijskim gojiščem (YPD + Nat po prvi transformaciji oziroma YNB-ura + Nat po drugi 
transformaciji). Celice smo inkubirali 2–3 dni pri 30 °C. 
 
3.2.5 Verižna reakcija s polimerazo 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, s katero lahko s pomočjo začetnih 
oligonukleotidov, mešanice dNTP-jev in DNA-polimeraze namnožimo željen del DNA. 
Produkt, ki ga dobimo, vsebuje več milijonov kopij prvotno vstavljene matrične DNA. 
Metoda temelji na cikličnem spreminjanju temperature. Čas in nastavljena temperatura sta 
odvisna od dolžine matrice, ki jo pomnožujemo ter Tm začetnih oligonukleotidov. 
 
PCR program je sestavljen iz treh korakov. V prvem koraku pride do denaturacije 
dvoverižne DNA. Sledi 25–35 ponavljajočih se ciklov denaturacije, prileganja začetnih 
oligonukleotidov ter podaljševanja oziroma dodajanja dNTP-jev na enoverižno matrično 
DNA s pomočjo polimeraze. Temu sledi še končni cikel podaljševanja. 
 
»Junction« PCR je PCR, pri katerem en začetni oligonukleotid nalega na predel v genomu, 
ki se nahaja navzgor ali navzdol od lokacije gena na genomu, drugi začetni oligonukleotid 
pa nalega na vstavljen gen. S tem preverjamo, ali je gen vstavljen na pravilnem mestu ter ali 
je pravilno obrnjen. 
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3.2.5.1 Polimeraza Q5 
 
Za polimerazo Q5 je značilno hitro in natančno pomnoževanje fragmentov, zato smo z njo 
pomnoževali vse fragmente, za katere smo želeli, da ne pride do nastanka napake v zaporedju 
DNA. 
 
Preglednica 14: Sestava 50 µL mešanice za verižno reakcijo s polimerazo Q5 
 
Reagent Količina 
5x pufer za polimerazo Q5 10 µL 
1,25 mM dNTP 8 µL 
DMSO 2,5 µL 
MQ 23,5 µL 
10 µM smerni začetni oligonukleotid 2,5 µL 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid 2,5 µL 
polimeraza Q5 (20 U/µL) 0,5 µL 
matrica za pomnoževanje 0,5 µL 
 
Preglednica 15: Program za reakcijo PCR s polimerazo Q5 
 
Temperatura Čas Cikli 
98 °C 30 s × 1 
98 °C 10 s  
Tm* 30 s × 30 
72 °C t**  
72 °C 2 min × 1 
4 °C ∞ × 1 
 
* Temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov smo izračunali s pomočjo spletnega računala 
https://tmcalculator.neb.com/#!/main. 
** Čas podaljševanja je odvisen od dolžine fragmenta in hitrosti delovanja polimeraze (polimeraza Q5 deluje 
s hitrostjo 20–30 s / 1 kb). 
 
Preglednica 16: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnoževanje s polimerazo Q5 ter pogoji, pri katerih 
smo jih uporabili 
 
Oligi T prileganja [°C] Čas podaljševanja 
Velikost amplikona 
[bp] 
p426_BB_KanMX_IS_f 
p426_backbone_r 
62 2 min 30 s 4017 
p426_insert_f 
p426_ins_KanMX_IS_r 
62 2 min 30 s 2349 
ING1_chr_F 
ING1_chr_R 
72 30 s 860 
ING3_chr_F 
ING3_chr_R 
68 40 s 1417 
PHO23_ctrl_IS_F 
PHO23_ctrl_IS_R 
68 45 s * 
 
* ING1 velikost 819 bp, ING3 velikost 1443 bp, KanMX velikost 1620 bp in PHO23 velikost 1179 bp. 
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3.2.5.2 Polimeraza Taq 
 
Polimeraza Taq je termostabilna polimeraza, ki med pomnoževanjem pogosteje dela napake 
kot polimeraza Q5, zaradi česar ima lahko amplikon nepravilno zaporedje DNA. Polimerazo 
Taq smo uporabili za izvedbo kontrolnih PCR-jev. Začetni oligonukleotidi se prilegajo na 
zaporedje navzgor oziroma navzdol od gena, zato smo lahko za oba gena uporabili enaka 
začetna oligonukleotida. 
 
Preglednica 17: Sestava 20 µL mešanice za verižno reakcijo s polimerazo Taq 
 
Reagent Količina 
10x pufer za polimerazo Taq 2 µL 
1,25 mM dNTP 1,6 µL 
25 mM MgCl2 1,6 µL 
MQ* 12,8 µL 
10 µM smerni začetni oligonukleotid 0,4 µL 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid 0,4 µL 
polimeraza Taq (5 U/ µL) 0,2 µL 
patrica za pomnoževanje 1 µL 
 
* V primeru verižne reakcije s polimerazo narejene na matrici iz kolonije pobrane z zobotrebcem in prenesene 
v 200 µL mikrocentrifugirko z reakcijsko mešanico, volumen kolonije zanemarimo in dodamo 13,8 µL MQ. 
 
Preglednica 18: Program za reakcijo PCR s polimerazo Taq 
 
Temperatura Čas Cikli 
95 °C 5 min* × 1 
95 °C 30 s  
Tm** 30 s × 30 
72 °C t***  
72 °C 5 min × 1 
4 °C ∞ × 1 
 
* 10 min v primeru PCR iz kvasne kolonije. 
** T prileganja začetnih oligonukleotidov smo izračunali s pomočjo spletnega računala 
https://tmcalculator.neb.com/#!/main. 
*** Čas podaljševanja je odvisen od dolžine fragmenta in hitrosti delovanja polimeraze (polimeraza Taq deluje 
s hitrostjo 1 kb/min). 
 
Preglednica 19: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za pomnoževanje s polimerazo Taq ter pogoji, pri 
katerih smo jih uporabili 
 
Začetni oligonukleotidi Gen T prileganja [°C] Čas podaljševanja Velikost amplikona [bp] 
PHO23_ctrl_IS_F 
PHO23_ctrl_IS_R 
ING1 57 1 min 10 s 819 
ING3 57 1 min 40 s 1443 
ING3_stik_ctrl_F* ING3 54 55 s 867 
 
* Ker smo imeli težave s preverjanjem uspešnosti vstavitve gena ING3 v kvasno celico, smo naročili začetni 
oligonukleotid ING3_stik_ctrl_F. S paroma začetnih oligonukleotidov PHO23_ctrl_IS_R in ING3_stik_ctrl_F 
smo izvedli »junction« PCR. 
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3.2.6 Restrikcija plazmida 
 
Na sestavljenem plazmidu p426 smo izvedli kontrolno restrikcijo. Preverili smo uspešnost 
reakcije Gibson, s katero smo sestavili plazmid p426. 
 
Preglednica 20: Restrikcijska mešanica za restrikcijo plazmida p426 
 
Reagent Količina 
10x pufer 1 µL 
BglI (10 U/µL) 0,5 µL 
p426 1 µL 
dH2O 7, 5 µL 
 
Pripravljeno mešanico smo 10 min inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C. 
 
3.2.7 Izolacija RNA 
 
Izolacijo RNA smo izvedli s pomočjo RNA Purification Kit (Preglednica 9). Delovno 
površino in pipete smo očistili s sredstvom za odstranjevanje nukleaz. Brez nukleaz pa je bil 
tudi ves, za izolacijo RNA, uporabljen material. 
 
Prvi dan smo v 2-krat 5 mL gojišča YPD nacepili eno kolonijo seva BY4741, BY4741 
pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3. Naslednji dan smo izmerili OD600 vsem kulturam 
in izbrali tiste, ki so imele OD600 manjši od 6. V nadaljevanju smo sledili protokolu 
proizvajalca. 
 
Izolirano RNA smo alikvotirali ter shranili v skrinji pri –80 °C. Uspešnost izolacije RNA 
smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
 
3.2.8 Prepis izolirane RNA v cDNA 
 
Prepis cDNA smo izvedli s pomočjo High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ter 
sledili protokolu proizvajalca. 
 
Preglednica 21: Sestava 10 µL mešanice za reverzno transkripcijo 
 
Reagent Količina za 2x koncentracijo mešanice 
voda brez nukelaz 5,2 µL 
10x pufer RT 2 µL 
25x dNTP 0,8 µL 
10x mešanica naključnih začetnih oligonukleotidov 2 µL 
reverzna transkriptaza (50 U/µL)* 1 µL 
 
* Za kontrolo kontaminacije vzorca z genomsko DNA smo naredili kontrolo brez encima reverzrna 
transkriptaza. 
 
10 µL 2x mešanice smo dodali 10 µL vzorca izolirane RNA. 
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Preglednica 22: Program za prepis RNA v cDNA 
 
Temperatura Čas Cikli 
25 °C 10 min 
× 1 
37 °C 120 min 
85 °C 5 min 
4 °C ∞ 
 
3.2.9 Izolacija genomske DNA iz kvasovke 
 
S cepilno zanko smo s plošče pobrali eno kolonijo in jo s pomočjo vibracijskega mešalnika 
resuspendirali v 100 µL 200 mM LiAc 1 % NaDS. Mešanico smo inkubirali pri 70 °C 5–10 
min in ji nato dodali 300 µL 96 % EtOH. Vse skupaj smo dobro premešali in nato pri sobni 
temperaturi centrifugirali 3 min 14000 rcf. Supernatant smo odlili in usedlino sprali v 500 
µL 70 % EtOH. Suspenzijo smo ponovno premešali z vibracijskim mešalnikom, 
centrifugirali pri sobni temperaturi 3 min 14000 rcf. S pipeto smo odstranili ves supernatant. 
Mikrocentrifugirko smo pustili odprto ob ognju, dokler ni etanol popolnoma izhlapel. Nato 
smo pelet raztopili v 15–100 µL dH2O (volumen je odvisen od količine peleta). Suspenzijo 
smo nato centrifugirali 15 s 12000 rcf. Supernatant smo prenesli v svežo 1,5 mL 
mikrocentrifugirko in DNA shranili pri –20 °C. 
 
3.2.10 Izolacija plazmidne DNA iz bakterije 
 
Eno kolonijo seva s plazmidom smo inokulirali v tekoče LBAmp gojišče ter kulturo stresali 
preko noči pri 37 °C in 180 obratih/minuto. Naslednji dan smo izvedli izolacijo plazmidne 
DNA s pomočjo GeneJET Plasmid Miniprep Kit ter sledili protokolu proizvajalca. Plazmid 
smo eluirali v 50 µL dH2O ter ga shranili v skrinji pri –20 °C. 
 
3.2.11 Izolacija DNA iz gela 
 
Po nanosu vzorca na agarozni gel smo izvedli izolacijo lise ustrezne velikosti s pomočjo 
GeneJET Gel Extraction Kit ter sledili protokolu proizvajalca. Amplikon smo eluirali v 50 
µL dH2O ter ga shranili v skrinji pri –20 °C. 
 
3.2.12 Čiščenje produkta PCR 
 
Amplikon smo očistili s pomočjo GeneJET PCR Purification Kit ter ga eluirali v 50 µL 
dH2O. Produkt smo shranili v skrinji pri –20 °C. 
 
3.2.13 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda, ki jo v molekularni biologiji uporabljamo za 
ločevanje molekul DNA in RNA glede na njihovo velikost. Različno dolgi fragmenti DNA 
po gelu potujejo z različno hitrostjo. Manjši fragmenti se skozi gel premikajo hitreje kot 
večji fragmenti, njihovo premikanje pa je odvisno tudi od zamreženosti gela in električne 
napetosti, ki teče skozi elektroforezno banjico. Molekula DNA je negativno nabita, zato 
potuje od negativno nabite anode proti pozitivno nabiti katodi. Lise DNA ločene v 
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agaroznem gelu barvanem z etidijevim barvilom, ki se veže z dvoverižno DNA, pogledamo 
pod UV-lučjo (Lee in sod., 2012). 
 
30 mL agaroznega gela smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico zatehtali 0,3 g agaroze 
ter dodali 30 mL 1x pufra TBE oziroma TAE. Agarozo smo raztopili v mikrovalovni pečici. 
Med raztapljanjem smo erlenmajerico z vsebino večkrat premešali. Ko je bila agaroza 
povsem raztopljena, smo dolili dH2O do 30 mL ter tako nadomestili izpareli volumen vode. 
V rahlo ohlajen agarozni gel smo dodali 1,5 µL etidijevega bromida, vsebino dobro 
premešali ter jo zlili v posodico z glavničkom namenjeno pripravi agaroznega gela. Po 20 
min, ko se je gel strdil, smo odstranili glavniček, agarozni gel pa prenesli v elektroforezno 
banjico z 1× pufrom TBE oziroma TAE. V jamice na gelu smo nanesli 2 µL standarda in 6 
µ vzorca z nanašalnim pufrom (5 µL vzorca zmešanega z 1 µL nanašalnega pufra). Gel je 
tekel 30 min pri 120 V. 
 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali amplikone reakcije PCR, plazmidne 
izolacije, restrikcijo in izolirano RNA. 
 
3.2.14 Merjenje optične gostote celic 
 
Optično gostoto celic smo izmerili s spektrofotometrom pri λ = 600 nm. Pred meritvijo 
optične gostote celic v vzorcu, smo izmerili optično gostoto ozadja (gojišča, v katerem so 
rasle celice). 1 mL kulture smo prenesli v kiveto, jo po potrebi redčili, ter izmerili optično 
gostoto celic v vzorcu. 
 
3.2.15 Izgubljanje plazmidov v kvasovki in odtis preko žameta 
 
Vse transformante smo po drugi transformaciji precepljali na neselektivno gojišče YPD. V 
10 mL tekočega gojišča YPD smo nacepili izbrano kolonijo in jo inkubirali pri 30 °C 180 
obratih/min. Naslednji dan smo 30 µL kulture precepili v 30 mL svežega gojišča YPD in jo 
3 dni stresali pri enakih pogojih. Po tem času smo ustrezno redčitev celic razmazali po 
površini plošče YPD in jo 2 dni inkubirali pri 30 °C. 
 
Po 2 dneh smo ploščo z zraslimi transformantami odtisnili preko žameta na selekcijsko 
ploščo YPD + Nat in YNB-ura. Plošče smo gojili 2 dni pri 30 °C. Vse tri plošče smo med 
seboj primerjali ter na plošči YPD izbrali tisto kolonijo, ki ni zrasla na plošči YPD + Nat in 
YNB-ura. 
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3.2.16 Ligacija gena ING1 in ING3 v plazmid pJET 
 
Preglednica 23: Ligacijska mešanica za ligacijo gena ING1 oziroma ING3 v plazmid pJET 
 
Reagent Količina 
5x pufer 2 µL 
ligaza 0,5 µL 
pJET 0,5 µL 
fragment (ING1 oziroma ING3) 7, 5 µL 
 
Ligacijsko mešanico smo inkubirali 20 min pri 22 °C. Plazmid smo nato transformirali v 
kemijsko kompetentne celice E. coli DH5α ter jih razmazali na trdno gojišče LBAmp. 
 
3.2.17 Priprava trajnih kultur 
 
Eno kolonijo seva, ki smo ga želeli shraniti, smo nacepili v 5 mL ustreznega selekcijskega 
gojišča ter jo inkubirali preko noči. Naslednji dan smo 500 µL kulture in 500 µL YPD s 30 
% glicerolom (za kulturo kvasovk) oziroma 500 µL LB s 30 % glicerolom (za kulturo 
bakterij) prenesli v kriovialo. Mešanico smo dobro premešali s pipeto in jo zamrznili v 
tekočem dušiku. Krioviale smo shranili v zamrzovalniku pri –80 °C. 
 
3.2.18 Fenotipski testi 
 
3.2.18.1 Inozitolni test 
 
Prvi dan smo nacepili seve BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 opi1Δ in BY4741 cho2Δ v 
10 mL gojišča YNB ter jih inkubirali pri 30 °C 180 obratih/min. Naslednji dan smo izmerili 
OD600 prekonočne kulture vseh sevov ter jih precepili v 10 mL svežega gojišča YNB, tako 
da je bil OD600 = 0,1. Precepljeno kulturo smo inkubirali do OD600 = 1. 1 mL kulture smo 
prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko ter jo centrifugirali pri sobni temperaturi 10 min 3000 
rpm. Supernatant smo odlili in celice dvakrat sprali v 1 mL dH2O. Centrifugiramo pri enakih 
pogojih kot v prejšnjem koraku. S spiranjem celic v dH2O smo odstranili preostalo gojišče 
YNB. Celice smo nato ponovno resuspendirali v 1 mL dH2O. 5 µL kulture smo nakapljali 
na plošči YNB-ino in YNB. Pazili smo, da so bile kapljice med seboj dovolj oddaljene. 
Ploščo smo inkubirali pri 30 °C 3 dni. Tretji dan, pozno zvečer, smo nacepili eno kolonijo 
seva AID-1 v 20 mL YNB. Četrti dan zjutraj je bil OD600 seva AID-1 enak 1. Kulturo smo 
prenesli v sterilno 50 mL falkonko ter pri sobni temperaturi centrifugirali 8 min 3000 rpm. 
Celice smo dvakrat sprali v dH2O ter jih resuspendirali v 20 mL dH2O. Kulturo smo prenesli 
v sterilno erlenmajerico z nastavkom za pršenje. Po plošči z zraslo kulturo BY4741 
pho23Δ::KanMX, BY4741 opi1Δ in BY4741 cho2Δ smo razpršili kulturo AID-1. Plošče 
smo inkubirali še nadaljnje 3 dni pri 30 °C. Po treh dneh smo izmerili, do kje sega cona z 
rdeče obarvanimi kolonijami nasprejanega seva AID-1. Sev AID-1 izraža rdeč fenotip v 
primeru prisotnosti inozitola. 
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3.2.18.2 Testiranje uspešnosti rasti na YPD z različno molarno koncentracijo CaCl2 
 
Uspešnost rasti smo preverjali na ploščah z različno vsebnostjo CaCl2: YPD, YPD z 0,4 M 
CaCl2, YPD z 0,45 M CaCl2, YPD z 0,5 M CaCl2, YPD z 0,6 M CaCl2 in YPD z 0,7 M 
CaCl2. 
 
Priprava prekonočne kulture sevov BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 
pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 v 5 mL tekočega gojišča YPD. Naslednji dan smo 
izmerili OD600 prekonočne kulture ter jo redčili do OD600 = 0,8. Na plošče z različnimi 
koncentracijami CaCl2 smo odpipetirali 3 µL 10x, 100x in 1000x redčene kulture ter plošče 
inkubirali 3 dni pri 30 °C. 
 
3.2.18.3 Merjenje hitrosti rasti kvasovke in rastna krivulja 
 
Uspešnost rasti smo preverjali na ploščah YPD, YPD z 0,3 M CaCl2, YPD z 0,4 M CaCl2 in 
YPD z 0,5 M CaCl2. 
 
Priprava prekonočne kulture sevov BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 
pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 v 10 mL tekočega gojišča YPD. Naslednji dan 
smo izmerili OD600 prekonočne kulture ter jo precepili v ustrezno gojišče, tako da je bil 
OD600 = 0,1. Kulturo smo stresali pri 30 °C in 180 obratih/minuto. Sledilo je merjenje optične 
gostote celic prvih 12 ur na približno dve uri, kasneje manj pogosto. Poskus smo zaključili 
po 30 urah inkubacije. 
 
3.2.18.4 Analiza vsebnosti nevtralnih lipidov pri kvasovkah 
 
V naši raziskovalni skupini so predhodno vzpostavili in situ metodo za določanje vsebnosti 
nevtralnih lipidov. Poskus je v svojem magistrskem delu natančno opisala Alja Zgonc 
(2018). 
 
Izbrane kolonije smo nacepili v mikrotitrsko ploščico z 200 µL minimalnega gojišča 
(Preglednica 5). Mikrotitrsko ploščico s precepljeno kulturo smo brez stresanja inkubirali 24 
h pri 30 °C. Naslednji dan smo prenesli 20 µL prekonočne kulture v novo mikrotitrsko 
ploščico s 180 µL svežega minimalnega gojišča za analizo vsebnosti nevtralnih lipidov. 
Preko mikrotitrske ploščice smo nalepili membrano »easy breathe« za boljši prenos kisika 
in zmanjšanje izhlapevanja ter jo brez stresanja inkubirali 72 h pri 30 °C. Po 72 h inkubacije 
smo izmerili OD595 z napravo Tecan. Kulturo smo redčili tako, da je bil končni OD med 0,35 
in 0,65. S programom i-control 2.0 smo ponovno izmerili OD595 ter izmerili ozadje 
fluorescence. Meritev smo opravili pri vzbujevalni valovni dolžini 510 nm ter emisijski 
valovni dolžini 585 nm. Nadaljnje delo je potekalo v temi, saj barvilo nilsko rdeče razpade 
na svetlobi. 50 µL barvila smo odmrznili in ga raztopili v 950 µL dH2O. V vsako luknjico 
na mikrotitrski ploščici smo dodali 10 µL barvila nilsko rdeče ter vse skupaj dobro premešali. 
Ploščico smo zavili v aluminijasto folijo in jo inkubirali 23 min na sobni temperaturi. Po 
inkubaciji smo vsebino znova resuspendirali ter izmerili OD595 in fluorescenco. Sledila je 
primerjava fluorescence pred in po inkubaciji z barvilom nilsko rdeče, ki jih primerjamo s 
kontrolnimi sevi. 
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4 REZUTATI 
 
4.1 TRANSFORMACIJA PLAZMIDNIH KONSTRUKTOV POTREBNIH ZA 
MODIFIKACIJO SEVA S CRISPR-Cas9 V KVASOVKO BY4741 pho23Δ::KanMX 
 
4.1.1 Transformacija plazmida p414 
 
Plazmid p414, ki nosi zapis za protein Cas9, smo transformirali v kvasovko BY4741 
pho23Δ::KanMX. Izbrali smo eno transformanto, ki je zrasla na selekcijski plošči YPD + 
Nat in jo precepili na svežo ploščo YPD + Nat ter se s tem prepričali, da je plazmid 
transformiran v kvasno celico. 
 
4.1.2 Priprava plazmida p426 s sestavljanjem po Gibsonu 
 
Plazmid p426 nosi zapis za gRNA, ki smo jo izbrali s pomočjo spletnega orodja Benchling 
(https://benchling.com). Izbrana gRNA je imela vrednost »on-target« učinka 74 in vrednost 
»off-target« učinka 66,9. 
 
Fragmenta, vektor in insert, smo namnožili v reakciji PCR iz že sestavljenega plazmida 
p426, ki je vseboval zapis za drugo gRNA. Za namnožitev vektorja (BB) smo uporabili 
začetna oligonukleotida p426_BB_KanMX_IS_f in p426_backbone_r, za namnožitev 
inserta pa smo uporabili začetna oligonukleotida p426_insert_f in p426_ins_KanMX_IS_r 
(Preglednica 2). V reakciji PCR smo uporabili polimerazo Q5, ki izvaja kontrolno branje 
(Preglednica 15 in Preglednica 16). Preverjanje uspešnosti reakcije PCR smo preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo.  
 
 
 
Slika 4: S PCR pomnožena DNA vektorja (BB) in inserta. Puščici na desni strani slike označujeta velikost 
pomnožkov. 
 
Namnožena fragmenta smo izolirali iz gela. Uspešnost izolacije smo še enkrat preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo (Slika 4), čistot in koncentracijo izolirane DNA pa smo 
izmerili z napravo Nanodrop (Preglednica 24). 
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Preglednica 24: Podatki o koncentraciji in čistotsti iz gela izoliranega fragmenta ter izračunana množina 
snovi 
 
Fragment Koncentracija [ng/µL] Razmerje 260/280 Množina [fmol] 
Vektor 15,76 1,8 6,349 
Insert 25,59 1,81 17,63 
 
Za združevanje vektorja in inserta smo uporabili metodo združevanja fragmentov po 
Gibsonu. Po transformaciji sestavljenega plazmida v DH5α smo plazmid iz bakterije 
izolirali. Kljub temu, da je bila naša prva kontrola rast na selekcijski plošči LBAmp, smo po 
izolaciji plazmida izvedli še restrikcijsko analizo sestavljenega plazmida p426, s čimer smo 
preverili, ali je fragment vstavljen na pravo mesto. Nerezan plazmid je viden v dveh 
konformacijah, na mestu rezanega plazmida pa sta vidni dve lisi, katerih velikosti ustrezata 
rezanemu plazmidu (Slika 5). 
 
 
 
Slika 5: Kontrolna restrikcija plazmida p426. Standard (S), nerezan plazmid in rezan plazmid. 
 
Tretja kontrola, ki smo jo opravili za preverjanje uspešnosti reakcije Gibson, je 
sekvenciranje dela plazmida, ki vsebuje zapis za izbrano gRNA. Zapis za gRNA smo v 
plazmid vnesli s pomočjo začetnega oligonukleotida. Ker smo se želeli prepričati, da med 
pomnoževanjem ni prišlo do mutacij, smo izoliran plazmid z začetnim oligonukleotidom T7 
poslali na sekvenciranje v podjetje GATC Biotech. 
 
Rezultat sekvenciranja smo preverili v programu Snapgene. Ugotovili smo, da je zapis za 
izbrano gRNA pravilen in vstavljen na pravilno mesto. 
 
4.1.3 Transformacija plazmida p426 in matrične DNA v transformante s p414 
 
V tem koraku smo hkrati transformirali plazmid p426 in matrično DNA (gen ING1 oziroma 
ING3), ki smo ju predhodno namnožili s paroma začetnih oligonukleotidov: ING1_chr_F in 
ING1_chr_R ter ING3_chr_F in ING3_chr_R (Preglednica 2). V reakciji PCR smo uporabili 
polimerazo Q5, ki izvaja kontrolno branje (Preglednica 15 in Preglednica 16). Preverjanje 
uspešnosti reakcije PCR smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (Slika 6). Amplikona 
obeh genov smo izolirali z gela. 
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Slika 6: Preverjanje uspešnosti reakcije PCR z agarozno gelsko elektroforezo. S: standard, K ING3: 
negativna kontrola gena ING3, K ING1: negativna kontrola gena ING1, ING3: amplikon gena ING3, ING1: 
amplikon gena ING1 
 
Zrasle transformante smo precepili na sveže plošče YPD brez antibiotikov. V naslednjih 
korakih transformirana plazmida za nas nista bila več pomembna, zato zaradi njiju nismo 
izvajali selekcijskega pritiska z antibiotikom oziroma avksotrofnim markerjem. 
 
4.1.4 Preverjanje transformant s precepljanjem na selekcijsko gojišče in z verižno 
reakcijo s polimerazo 
 
Vse kolonije, na katerih smo z reakcijo PCR (Preglednica 17 in Preglednica 18) testirali 
uspešnost vstavitve človeškega gena ING1 ozorima ING3, smo precepili na trdno gojišče 
YPD in YPD + G418. Ker smo oba gena vstavili na mesto predhodno vstavljene kasete 
KanMX, smo s tem zavrli aktivnost te kasete. Uspešno humanizirane so bile le tiste 
transformante, ki na selekcijski plošči z dodanim G418 niso zrasle. Za nadaljnje delo smo 
uporabili eno izbrano kolonijo, ki ni rasla na selekcijskem gojišču YPD + G418. 
 
Testiranje kolonij, smo izvedli s paroma začetnih oligonukleotidov: PHO23_ctrl_IS_F in 
PHO23_ctrl_IS_R (Preglednica 19), ki nalegata navzgor oziroma navzdol od vstavljenega 
gena ING1. Produkt reakcije je fragment velikosti 819 bp. Za kontrolo smo z enakima 
paroma začetnih oligonukleotidov pomnožili tudi kaseto KanMX (Slika 7). 
 
S precepljanjem na selekcijsko gojišče in z reakcijo PCR smo testirali več kolonij, saj nas je 
zanimala uspešnost metode CRISPR-Cas9 (podatki niso predstavljeni v magistrski nalogi). 
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Slika 7: Preverjanje kolonij transformiranih kvasovk za vsebnost gena ING1 z reakcijo PCR. Transformante 
z vstavljenim genom ING1 in kontrolni sev s KanMX kaseto. 
 
Testiranje kolonij, smo izvedli s paroma začetnih oligonukleotidov: PHO23_ctrl_IS_F in 
PHO23_ctrl_IS_R (Preglednica 19), ki nalegata navzgor oziroma navzdol od vstavljenega 
gena ING3. Zaradi majhne razlike med velikostma gena ING3 (1443 bp) in kasete KanMX 
(1620 bp) smo na gel (poleg pomnožka gena PHO23) nanesli oba produkta (Slika 8). Na ta 
način smo lažje določili, ali pomnožek ustreza velikosti gena ING3, ali velikosti kasete 
KanMX. 
 
 
 
Slika 8: Preverjanje kolonij z reakcijo PCR. S: standard 1: transformante z vstavljenim genom ING3, 2: divji 
tip z genom PHO23 in 3: kontrolni sev s KanMX kaseto 
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4.1.5 Sekvenciranje transformiranih genov 
 
Ko smo potrdili, da izbrana transformanta ne raste na selekcijskem gojišču YPD + G418 in 
ima s PCR-jem potrjen vstavljen gen, smo jo poslali na sekvenciranje v podjetje GATC 
Biotech. 
 
S paroma začetnih oligonukleotidov PHO23_ctrl_IS_F in PHO23_ctrl_IS_R (Preglednica 
2) smo iz kvasnega genoma pomnožili gen ING1 oziroma ING3. Za pomnoževanje smo 
uporabili polimerazo Q5 (Preglednica 15 in Preglednica 16). Amplikon smo očistili s 
pomočjo kita za čiščenje produkta PCR (opisano v poglavju 3.2.12) in ga ligirali v plazmid 
pJET. Sestavljen plazmid smo transformirali v E. coli DH5α. Iz bakterije izoliran plazmid 
smo poslali na sekvenciranje. 
 
Za sekvenciranje smo uporabili začetna oligonukleotida pJET1.2. forward oziroma pJET1.2. 
reverse (Preglednica 2). 
 
Po prejetih rezultatih sekvenciranja, smo v programu SnapGene med seboj primerjali 
dobljeno zaporedje in zaporedje gena, ki smo ga naročili. Med njima je bilo 100 % ujemanje. 
 
4.2 FENOTIPSKI TEST 
 
Pred začetkom testiranja transformant smo preverili, ali lahko z izbranim fenotipskim testom 
določimo razliko med sevoma BY4741 in BY4741 pho23Δ::KanMX. Nato smo testirali 
transformante BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3. 
 
4.2.1 Inozitolni test 
 
Z inozitolnim testom smo želeli preveriti, ali sev BY4741 pho23Δ::KanMX v gojišče izloča 
inozitol. Izločanje inozitola smo preverjali na gojišču brez inozitola. Za pozitivno kontrolo 
smo uporabili seva BY4741 opi1Δ in BY4741 cho2Δ, za negativno kontrolo pa divji tip seva 
BY4741, ki inozitola ne izloča. 
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Slika 9: Slike plošč inozitolnega testa. A: Gojišče YNB-ino: 1: BY4741 opi1Δ, 2: BY4741 pho23Δ::KanMX 
in 3: BY4741; B: Gojišče YNB (kontrola): 1: BY4741 opi1Δ, 2: BY4741 pho23Δ::KanMX in 3: BY4741, C: 
Gojišče YNB-ino: 4: BY4741 cho2Δ, 5: BY4741 pho23Δ::KanMX, 6: BY4741 cho2Δ (IJS), D: Gojišče 
YNB (kontrola): 4: BY4741 cho2Δ, 5: BY4741 pho23Δ::KanMX, 6: BY4741 cho2Δ (IJS) 
 
Z razpršilom nanešen sev AID-1, ki se ob prisotnosti inozitola obarva rdeče, se je obarval 
rdeče le okrog kolonij BY4741 opi1Δ in BY4741 cho2Δ. Ker posredno nismo zaznali 
izločanja inozitola seva BY4741 pho23Δ::KanMX, ta fenotipski test za naše testiranje ni bil 
ustrezen. 
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4.2.2 Testiranje uspešnosti rasti na in v gojišču YPD z različno molarno koncentracijo 
CaCl2 
 
4.2.2.1 Uspešnost rasti na trdnem gojišču YPD s CaCl2 
 
Uspešnost rasti sevov BY4741 in BY4741 pho23Δ::KanMX smo testirali na ploščah z 
različno koncentracijo CaCl2. Po podatkih iz literature smo zasledili, da ima sev BY4741 
pho23Δ::KanMX zmanjšano rast pri 0,4 M CaCl2 (Zhao in sod., 2013) oziroma pri 0,7 M 
CaCl2 (Dudley in sod., 2005). Zaradi različnih podatkov smo, poleg že omenjenih, testirali 
tudi vmesni koncentraciji 0,5 M CaCl2 in 0,6 M CaCl2. 
 
Izkazalo se je, da sev BY4741 pho23Δ::KanMX na plošči YPD + 0,4 M CaCl2 raste 
primerljivo hitro s sevom BY4741. Na ploščah z 0,5 M CaCl2, 0,6 M CaCl2 in 0,7 M CaCl2 
pa sev ni rastel pri nobeni redčitvi. Zato smo testirali še vmesno koncentracijo z 0,45 M 
CaCl2. Rast seva BY4741 pho23Δ::KanMX (B) je bila zelo šibka v primerjavi s sevom 
BY4741 (A) (Slika 10). Test s povišano koncentracijo CaCl2 v gojišču se je izkazal za 
primernega za testiranje pripravljenih humaniziranih sevov. 
 
 
 
Slika 10: Test rasti na plošči YPD s CaCl2. Sevi: A: BY4741 (kontrola), B: BY4741 pho23Δ::KanMX 
(kontrola), C: BY4741 pho23Δ::ING1 in D: BY4741 pho23Δ::ING3; pri vseh sevih je kultura štirih različnih 
redčitev (od zgoraj navzdol): neredčena, 10x redčena, 100x redčena in 1000x redčena. Na levi strani slike je 
kontrolna plošča z gojiščem YPD, na desni strani slike je plošča z YPD + 0,45 M CaCl2. 
 
Rast sevov BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 je na plošči YPD + 0,45 M 
CaCl2 podobna rasti seva BY4741 pho23Δ::KanMX (Slika 10), zaradi česar sklepamo, da 
človeška gena ING1 in ING3 funkcijsko ne nadomestita kvasnega gena PHO23. 
 
4.2.2.2 Uspešnost rasti v tekočem gojišču YPD s CaCl2 
 
Po dobljenih rezultatih rasti sevov na trdnem gojišču YPD z dodanim CaCl2 smo se odločili, 
da test opravimo tudi v tekočem gojišču. Rast smo spremljali z meritvami optične gostote 
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celic. Meritve smo v prvih 12 h izvajali na približno 2 h. Po 12 h gojenja so bile meritve 
manj pogoste. Celotna meritev je trajala 30 h. 
 
Uspešnost rasti sevov BY4741 in BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 pho23Δ::ING1 in 
BY4741 pho23Δ::ING3 smo spremljali v gojiščih YPD (kontrola) (Slika 11), YPD + 0,3 M 
CaCl2 (Slika 12), YPD + 0,4 M CaCl2 (Slika 13) in YPD + 0,5 M CaCl2 (Slika 14). Rezultate 
meritev smo predstavili z izrisanimi reprezentativnimi rastnimi krivuljami. 
 
 
 
Slika 11: Rastne krivulje sevov v gojišču YPD. Sevi: BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 
pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 
 
 
Slika 12: Rastne krivulje sevov v gojišču YPD + 0,3 M CaCl2. Sevi: BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, 
BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 
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Slika 13: Rastne krivulje sevov v gojišču YPD + 0,4 M CaCl2. Sevi: : BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, 
BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 
 
 
Slika 14: Rastne krivulje sevov v gojišču YPD + 0,5 M CaCl2. Sevi: BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, 
BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 
 
Rastne krivulje sevov BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 pho23Δ::ING1 in 
BY4741 pho23Δ::ING3 v gojišču YPD so primerljive (Slika 11). Enako velja za rast v 
gojišču YPD + 0,3 M CaCl2 (Slika 12) v prvih 20 h. Po 20 h je rast obeh humaniziranih 
sevov in delecijskega seva zmanjšana. Vidno upočasnjena in zmanjšana pa je rast sevov 
BY4741 pho23Δ::KanMX, BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 na gojišču 
YPD z 0,4 M CaCl2 (Slika 13) in 0,5 M CaCl2 (Slika 14), v primerjavi s kontrolnim sevom 
BY4741. 
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Pri vseh sevih je vidno upočasnjena rast ob dodatku CaCl2 v gojišču (Slike 11–14). Z 
višanjem koncentracije CaCl2 v gojišču se hitrost rasti kvasovke zmanjša. Pri dodatku 0,3 
mol/L CaCl2 v gojišče je rast seva zmanjšana, vendar še vedno prisotna. Pri 0,4 M CaCl2 in 
0,5 M CaCl2 v gojišču pa je rast močno zmanjšana. Pri vseh štirih sevih lahko opazimo 
podoben odziv na rast v gojišču s CaCl2. 
 
4.2.3 Rezultati vsebnosti nevtralnih lipidov 
 
Poskus smo opravili po ustaljenem protokolu, ki ga uporabljamo v naši raziskovalni skupini 
(magistrsko delo Alje Zgonc, 2018). Za kontrolo smo uporabili seve z različno vsebnostjo 
nevtralnih lipidov: AWRI1631 (v nadaljevanju AWRI) (z visoko vsebnostjo lipidov), Y7092 
(z nizko vsebnostjo lipidov) in B11 (predhodno pridobljen segregant križanja sevov AWRI 
in Y092 z vsebnostjo lipidov višjo kot pri starših). Kontrolne seve so predhodno izbrali v 
naši raziskovalni skupini. Vsebnost nevtralnih lipidov za posamezen sev smo izračunali tako, 
da smo izračunali količnik med fluorescenco in vrednostjo OD, ki smo jima odšteli ozadje. 
 
 
 
Slika 15: Povprečje vsebnosti nevtralnih lipidov v posameznem sevu s standardnimi odkloni treh neodvisnih 
meritev 
 
Povprečno vrednost vsebnosti nevtralnih lipidov v sevih BY4741, BY4741 
pho23Δ::KanMX, BY4741 pho23Δ::ING1 in BY4741 pho23Δ::ING3 smo primerjali s 
kontrolnimi sevi AWRI, B11 in Y7092. Za vsak sev smo opravili tri ločene meritve. Med 
sevi BY4741, BY4741 pho23Δ::KanMX (na sliki označeno pho23Δ), BY4741 
pho23Δ::ING1 (na sliki označeno ING1) in BY4741 pho23Δ::ING3 (na sliki označeno 
ING3) nismo opazili razlik v vsebnosti nevtralnih lipidov (Slika 15). 
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4.3 PREVERJANJE IZRAŽANJA ČLOVEŠKIH GENOV V KVASNI CELICI 
 
Ker z nobenim od izbranih fenotipskih testov nismo potrdili nadomestitve kvasnega gena 
PHO23 s človeškima genoma ING1 in ING3, smo dodatno preverili, ali se človeška gena v 
kvasni celici prepisujeta. Izvedli smo izolacijo RNA. Uspešnost izolacije smo preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo (Slika 16). 
 
 
 
Slika 16: Preverjanje uspešnosti izolacije RNA. S1: RNA lestvica, 1: izolat RNA iz seva BY4741 
pho23Δ::ING1, 2.: izolat RNA iz seva BY4741 pho23Δ::ING3, 3: izolat RNA iz seva BY4741 in S2: »low 
range« RNA lestvica 
 
Za kontrolo uspešnosti izolacije RNA in njenega prepisa v cDNA, smo izolirali tudi RNA 
divjega tipa seva BY4741. Za kontrolo uspešnosti razgradnje genomske DNA (gDNA), ob 
prepisu RNA v cDNA, nismo dodali reverzne transkriptaze. Po prepisu smo na vzorcih 
izvedli reakcijo PCR. V vseh kontrolnih vzorcih, brez encima reverzna transkriptaza, smo 
po izvedbi reakcije PCR dobili amplikon. Na podlagi tega rezultata smo vedeli, da je naš 
vzorec kontaminiran z gDNA. 
 
Da bi ugotovili, ali je v naših vzorcih tretiranih z reverzno transkriptazo tudi cDNA 
človeškega gena, smo vzorce vzeli iz naprave za PCR po 28, 30, in 33 ciklih. Pričakovali 
smo, da bomo na agarozni gelski elektroforezi opazili razliko v količini amplikona med z 
reverzno transkriptazo tretiranim in netretiranim vzorcem. 
 
Pri vzorcih z dodano reverzno transkriptazo (označeni na Sliki 17 z ING1), smo na agarozni 
gelski elektroforezi opazili produkt po 30 ciklih, pri kontrolnem vzorcu, ki mu nismo dodali 
reverzne transkriptaze (označen na Sliki 17 z ING1 K) pa pomnožka nismo dobili. Po 33 
ciklih smo pri vzorcu z dodano reverzno transkriptazo (ING1) dobili več pomnožka kot pri 
kontrolnem vzorcu brez reverzne transkriptaze (ING1 K) (Slika 17). 
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Slika 17: Preverjanje prepisa cDNA za gen ING1 z reakcijo PCR. S: standard, ING1 x28: vzorec vzet iz 
naprave PCR po 28 ciklih, ING1 K x28: vzorec brez dodane reverzne transkriptaze vzet iz naprave PCR po 
28 ciklih, ING1 x30: vzorec vzet iz naprave PCR po 30 ciklih, ING1 K x30: vzorec brez dodane reverzne 
transkriptaze vzet iz naprave PCR po 30 ciklih, ING1 x33: vzorec vzet iz naprave PCR po 33 ciklih, ING1 K 
x33: vzorec brez dodane reverzne transkriptaze vzet iz naprave PCR po 33 ciklih, PK: pozitivna kontrola, 
NK: negativna kontrola, S: standard 
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Pri vzorcih z dodano reverzno transkriptazo (označeni na Sliki 18 z ING3) in pri vzorcih 
brez dodane reverzne transkriptaze (označeni na Sliki 18 z ING3 K), smo na agarozni gelski 
elektroforezi opazili produkt le po 33 ciklu (Slika 18). Opazili smo rahlo razliko v količini 
produkta. Nekoliko več ga je bilo pri vzorcu z dodano reverzno transkriptazo. 
 
 
 
 
Slika 18: Preverjanje prepisa cDNA za gen ING3 z reakcijo PCR. S: standard, ING3 x28: vzorec vzet iz 
naprave PCR po 28 ciklih, ING3 K x28: vzorec brez dodane reverzne transkriptaze vzet iz naprave PCR po 
28 ciklih, ING3 x30: vzorec vzet iz naprave PCR po 30 ciklih, ING3 K x30: vzorec brez dodane reverzne 
transkriptaze vzet iz naprave PCR po 30 ciklih, ING3 x33: vzorec vzet iz naprave PCR po 33 ciklih, ING3 K 
x33: vzorec brez dodane reverzne transkriptaze vzet iz naprave PCR po 33 ciklih, PK: pozitivna kontrola, 
NK: negativna kontrola, S: standard 
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5 RAZPRAVA 
 
Enostavno spreminjanje kvasnega genoma omogoča pripravo humaniziranih sevov 
kvasovke. To pa nam omogoča testirati funkcije človeških genov in njihovih posameznih 
različic (Laurent in sod., 2015). S tem pristopom smo tudi mi želeli testirati, ali lahko 
človeška gena ING1 in ING3 funkcijsko nadomestita homologni kvasni gen PHO23. 
 
5.1 PRIPRAVA HUMANIZIRANE KVASOVKE 
 
Z metodo CRISPR-Cas9 smo na mesto KanMX delecijskega seva BY4741 pho23Δ::KanMX 
ločeno vstavili človeška gena ING1 in ING3. Uspešnost vstavitve smo potrdili z reakcijo 
PCR (Slika 7 in Slika 8) in sekvenciranjem. S poravnavo zaporedij smo potrdili, da je 
zaporedje človeškega gena pravilno in da med pomnoževanjem gena ni prišlo do mutacij. 
 
5.2. PREVERJANJE TRANSFORMANT 
 
5.2.1 Inozitolni test 
 
Fenotipski test, s katerim smo želeli preveriti izločanje inozitola, za naše testiranje ni bil 
primeren. Sev BY4741 pho23Δ::KanMX v gojišče ni izločal inozitola (Slika 9). Naši 
rezultati se ne skladajo z objavljenimi rezultati Hancock in sod. (2006), ki so okrog 
delecijskega seva pho23Δ opazili rdeče obarvane kolonije seva AID-1. V našem sevu so 
morda nastale supresorske mutacije, zaradi česar je bil Opi- fenotip zavrt. Pripravili bi lahko 
nov delecijski sev BY4741 pho23Δ::KanMX ter ponovili testiranje. 
 
5.2.2 Test s CaCl2 
 
Drug fenotipski test, ki smo ga opravili, je bila zmanjšana rast delecijskega seva na gojišču 
z dodanim CaCl2. Zvišana koncentracija CaCl2 v gojišču za kvasovko predstavlja stres, zato 
je zmanjšana rast sevov pričakovana in skladna s podatki pridobljenimi iz objavljene 
literatue (Zhao in sod., 2013, Dudley in sod. 2005). Na ploščah z 0,4 M CaCl2 nismo zaznali 
razlike v rasti med kontrolnim in delecijskim sevom pho23Δ, kot to poročajo Zhao in sod. 
(2013). Na ploščah z molarno koncentracijo višjo od 0,5 M CaCl2 rasti ni bilo. Razlika se je 
pojavila pri koncentraciji 0,45 M CaCl2. Razlika v rasti divjega tipa in delecijskega seva je 
bila očitna, zato je bil izbrani fenotipski test primeren za testiranje. 
 
Po vstavitvi gena ING1 in ING3 v kvasovko smo test ponovili. Pričakovali smo, da bo v 
primeru uspešne funkcijske zamenjave človeški gen izražal fenotip divjega tipa. V primeru, 
da človeški gen njegove funkcije ne nadomesti, pa smo pričakovali enak fenotip kot ga 
izkazuje delecijski sev. Rezultat rasti na plošči z dodanim CaCl2 je pokazal enak fenotip kot 
ga ima delecijski sev (Slika 10). 
 
Odločili smo se, da poskus nadgradimo in pripravimo rastno krivuljo obeh humaniziranih 
sevov in obeh kontrol (BY4741 in BY4741 pho23Δ::KanMX) v gojišču YPD z različno 
molarno koncentracijo CaCl2 ter v gojišču YPD za kontrolo. Rast vseh sevov je bila 
pričakovano zmanjšana in upočasnjena v gojišču s CaCl2. Humanizirana seva sta imela rast 
primerljivo delecijskemu sevu, ne pa sevu divjega tipa. Hitrost rasti delecijskega seva in 
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obeh humaniziranih sevov je bila na vseh gojiščih zmanjšana v primerjavi s sevom BY4741 
(Slika 11–14). 
 
Iz testa s CaCl2 lahko sklepamo, da noben od testiranih človeških homolognih genov 
funkcijsko ne nadomesti kvasnega gena PHO23. 
 
5.2.3 Test vsebnosti nevtralnih lipidov 
 
Vsebnost nevtralnih lipidov v kvasni celici je v vseh testiranih sevih nizka (Slika 15). 
Delecija gena PHO23 v sevu BY4741 po naših rezultatih ni vplivala na zmanjšano vsebnost 
nevtralnih lipidov, ampak je bila vrednost nevtralnih lipidov nekoliko višja kot pri divjem 
tipu. Vrednosti nevtralnih lipidov v humaniziranih sevih so podobne vrednostim, ki smo jih 
izmerili pri delecijskem sevu BY4741 pho23Δ::KanMX. S tem testom smo ponovno potrdili, 
da človeška gena ING1 in ING3 funkcijsko ne nadomestita kvasnega gena PHO23. 
 
5.2.4 Preverjanje prepisovanja genov 
 
Ker človeška gena nista funkcijsko nadomestila kvasnega gena PHO23, v nadaljevanju 
nismo testirali različic genov ING1 in ING3. Smo si pa postavili vprašanje, ali se vstavljena 
človeška gena v kvasovki prepisujeta ali ne, saj bi lahko odsotnost prepisovanja povzročila 
lažno negativni rezultat. 
 
Iz obeh humaniziranih sevov in seva BY4741 smo izolirali RNA (Slika 16) in jo prepisali v 
cDNA. Za preverjanje prepisovanja genov smo imeli dve kontroli. Prva je bila kontrola 
uspešnosti izolacije RNA in njenega prepisa v cDNA. Za to kontrolo smo uporabili divji tip 
seva BY4741, ki vsebuje gen PHO23. Na dobljenem vzorcu smo naredili PCR ter s tem 
preverili, ali katera izmed nastalih cDNA molekul pripada genu ING1 oziroma genu ING3. 
Naša druga kontrola pa so bili vzorci brez dodanega encima reverzna transkriptaza. S to 
kontrolo smo preverili uspešnost razgradnje gDNA z DNazo. 
 
Po reakciji PCR smo pri vseh kontrolnih vzorcih, brez dodane reverzne transkriptaze, dobili 
pomnožek, ker med izolacijo RNA gDNA očitno ni bila povsem razgrajena. Razlog za 
kontaminacijo z gDNA je bila najverjetneje stara DNaza. Dobljeni rezultati po reakciji PCR 
nam niso dali želenega odgovora. Zaradi časovne omejitve se nismo odločili za ponovno 
izolacijo RNA. Odločili smo se za ponovitev poskusa reakcije PCR, tako da smo 
mikrocentrifugirke vzeli iz naprave za PCR po treh različnih ciklih pomnoževanja (po 28, 
30 in 33 ciklih). Pričakovali smo, da bo imel vzorec tretiran z reverzno transkriptazo več 
produkta kot vzorec, ki ni bil tretiran z reverzno transkriptazo (oba sta bila kontaminirana z 
gDNA). Z reakcijo PCR smo potrdili, da se gen ING1 v kvasovki izraža, saj je bilo nastalega 
produkta več pri vzorcu tretiranem z reverzno transkriptazo kot pri vzorcu, v katerega 
reverzne transkriptaze nismo dodali (Slika 17). Amplikon gena ING3 je imel po reakciji PCR 
dobro viden produkt le po 33 ciklih (pri vzorcu malenkost močnejša lisa kot pri kontroli). 
Rahlo liso smo med opazovanjem gela opazili tudi po 30 ciklih pri vzorcu tretiranem z 
reverzno transkriptazo. Iz tega rezultata ne moremo sklepati, da se gen ING3 v kvasovki 
izraža (Slika 18). 
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Zaključimo lahko, da je metoda CRIPSR-Cas9, s katero smo na točno določeno mesto v 
genomu kvasovke vstavili človeška gena, v kvasovki zelo učinkovita. Prav tako pa je zelo 
uporabno in učinkovito tudi testiranje posameznih človeških genov in njihovih variant, ki 
nam omogočajo razumevanje delovanja številnih genov (Sun in sod., 2016). Gen PHO23 bi 
v tabeli (Slika 2), ki so jo objavili Kachroo in sod. (2015), uvrstili v skupino genov 
odgovornih za transkripcijo. Na podlagi tega lahko trdimo, da smo imeli približno 50 % 
možnosti, da bo eden od izbranih genov uspešno nadomestil gen v kvasovki. 
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6 SKLEPI 
 
- Človeška gena ING1 in ING3 smo uspešno vstavili v kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 
- Človeški gen ING1 se v kvasni celici prepisuje. Tega ne moremo trditi za človeški gen 
ING3. 
- Človeška gena ING1 in ING3 funkcijsko ne nadomestita gena PHO23. 
- Potrebni bi bili dodatni poskusi, s katerimi bi preverili, ali se je protein zvil v ustrezno 
obliko. 
- Testirali bi lahko tudi druge gene iz družine genov ING. 
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7 POVZETEK 
 
Kvasni gen PHO23 je v naši raziskovalni skupini vzbudil zanimanje, ko so v predhodnih 
raziskavah z analizo poligenskih lastnosti ugotovili, da je le-ta eden od vzročnih genov za 
kopičenje založnih nevtralnih lipidov pri kvasovki. Odločili smo se, da bomo v kvasovki 
Saccharomyces cerevisiae preverili, ali človeška homologna gena ING1 in ING3 v kvasni 
celici lahko nadomestita gen PHO23 ter v nadaljevanju testirali različice teh dveh človeških 
genov, ki jih najpogosteje najdemo pri ljudeh. S tem smo želeli preveriti, ali posamezne 
različice zmanjšajo fenotip kvasovke ali le-ta ostane nespremenjen. 
 
Z izolacijo RNA smo potrdili, da se gen ING1 v kvasovki prepisuje. Tega ne moremo 
sklepati za gen ING3. Z izbranimi fenotipskimi testi pa nismo uspeli potrditi, da človeška 
gena ING1 in ING3 funkcijsko nadomestita homologni kvasni gen PHO23. 
 
Človeška proteina ING1 in ING3 se morda od kvasnega proteina Pho23 razlikujeta v 
predelu, ki je v nativni konformaciji proteina odgovorna za interakcijo z drugimi proteini. 
Potrebna bi bila dodatna testiranja, s katerimi bi preverili, ali se proteina v kvasovki zvijeta 
v funkcionalno obliko in ali lahko v celici ustrezno interagirata z ostalimi proteini. Testirali 
pa bi lahko tudi druge gene družine ING in preverili, ali kateri izmed njih lahko nadomesti 
gen v kvasovki, kljub temu, da mu funkcijske ohranjenosti do sedaj niso pripisovali. 
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PRILOGE 
 
PRILOGA A 
 
Shema plazmida p414 z vsebujočim zapisom za protein Cas9 
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PRILOGA B 
 
Shema plazmida p426 z zapisom za gRNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
